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研究成果の概要（和文）：　生きたままのマウス脳全域の神経活動を非侵襲にイメージングし、マウスの行動と
の相関を解析することは、脳神経科学において非常に強力な解析手段になると期待される。そこで、新しいイメ
ージングモデルマウスを樹立することを計画したが、当初予定していたモデルマウスの樹立の前に、まず解決し
ておかなくてはならない技術的な問題点がいくつも明らかとなった。また、実際に生きたマウス脳の光音響イメ
ージングを実施してみた結果、シグナルの偏りが発生する場合があることを見出した。そのため、脳内で近赤外
蛍光タンパク質を発現させるための適切な方法を選択する必要があることを見出した。
研究成果の概要（英文）：Non-invasive imaging of neuronal activities in the whole brain and analysis 
of the correlation with behavior are expected to be a powerful approach for brain science. So we 
planed to make several new imaging model mice, but we found to need to solve several technical optic
 problems before trying to establish the initially planed model mice.  
 In parallel, we actually carried out Photoacoustic imaging of NIR fluorescence in living mouse 
brain and found that bias of signal existed depend on the type of samples. Therefore, we need to 
choose the suitable strategy to express NIR fluorescent proteins in brain.
研究分野：バイオイメージング
キーワード： 蛍光　モデルマウス　非侵襲
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１．研究開始当初の背景 
 近年、高度な蛍光
イメージング技術
の要望が強く、特
に in vivoでの様々
な技術開発への要
求度が高い。申請
者は先行研究によ
り「非侵襲近赤外
２カラー３次元イ
メージング」（図
１）を完成させ、
ほ乳動物の体内に
深く浸透できる近
赤外光を応用し、
非侵襲にイメージ
ングする技術の実
現を目指している。 
 脳機能を解明
するには、動物の
行動と、そのとき
活動している脳
内の神経との相
関を明らかにすることが必要だが、動物
愛護の観点から必要な麻酔下では脳機
能が停止してしまい計測できない。また、
電気生理学的な方法や、オプトジェネテ
ィックスでは、脳内のごく一部しか対象
にできず、脳全体の機能マップを解析す
ることは難しい。 
普及が進む二光子励起顕微鏡では、頭蓋
骨をはずしてカバーガラスに置き換え
る外科処置が必要である。一方、脳の透
明化技術などにより、摘出した脳での高
解像度な機能マッピングが可能だが
（Susaki et al. Cell, 2014）多数の動物を殺
す必要があり動物福祉に反している。高
度な脳機能解析と実験動物福祉を両立
できる手法の開発が急務である。 
 
 
２．研究の目的 
 本研究では、申請者が準備を進めてき
た近赤外非侵襲技術を大きく発展させ、
上記の問題をすべて解決できる、生きた
マウスで、脳全体の機能マッピングがで
きる新技術を開発する。さらにその応用
として、髄鞘化の進行と脳機能の相関、
慢性疼痛の抹消・中枢連関を明らかにす
るため以下の３テーマを実施する。 
 １）神経活動非侵襲イメージングマウ
スの樹立 
 ２）光音響イメージング技術の確立と髄
鞘化の進行過程における脳機能マッピング 
 ３）痛み解析モデルマウスの樹立 
 マウスでの脳機能解析の問題を根底から
解決できる手法の確立は、脳機能解明を大
きく進めるだけでなく、高齢化が進む我が
国での様々な脳疾患の治療にむけて、光明
をもたらすものである。CRISPR/CAS9の
登場により、今後は遺伝子改変動物の作成
は簡便・高速になると期待されるが、すで
に膨大な蓄積があるマウスを最大限に活用
する技術を生み出すとともに、実験動物福
祉と高度な神経科学を両立させることがで
きれば、理想的な研究環境を実現できる。 
 
 
３．研究の方法 
 マウス体内の３次元非侵襲蛍光イメージ
ングが可能な近赤外技術と、申請者が確立
した抗生物質によるタンパク質分解制御技
術を融合させることで、抗生物質を投与し
ていた間に活動した神経細胞だけを可視化
できる「時間ウインドウ」技術を応用して、
マウスの行動と脳全体での神経活動マッピ
ングを連結することを実現し、神経活動履
歴を蛍光に変換して蓄積することで、麻酔
下イメージングで脳活動を捉えることを可
能にする。この手法を、これまでほとんど
解析が進んでいない、髄鞘化の進行と脳機
能の発達の解明に応用する。 
 テーマ１）神経活動非侵襲イメージン
グマウスの樹立 
  本研究で樹立する脳機能マッピン
グ用に樹立する、Arc-TetDeg-iRFP loxP 
BAC-Tg マ ウ ス お よ び 、
cfos-TetDeg-iRFP FRT BAC-Tgマウスは、
以下の要素から成り立つ。 
A) TetDeg-iRFP：ドキシサイクリン投与
時のみ分解が停止して蓄積し蛍光を
発する時間ウインドウプローブを実
現する。そのために、変異導入によ
る詳細な動態解析を実施し、時間分
解能の高いプローブを開発する。こ
れをもとに、Arc 用と c-fos用に異な
る波長特性の iRFP プローブを準備
して、近赤外２カラーイメージング
系に構築する。 
B) 最初期遺伝子プロモーター：神経活
動依存的に強力な発現誘導が起こる
Arc遺伝子および c-fos遺伝子を含む
BACベクターにプローブ cDNAを挿
入することで、神経活動を蛍光情報
に変換・可視化する。Arcは中枢神経
で発現が高いことが、c-fosは抹消の
神経でも発現することが報告されて
おり、とくに c-fosは痛み受容神経で
の活動依存的発現が報告されている。 
C) 上記 Aと Bを組み合わせる際に、プ
ローブ部分を Arc 用は loxP配列で、
c-fos は FRT 配列ではさんで組換え
後にのみ発現が起こるようにする。
このマウスを、特定の神経伝達物質
に関連する cre マウスと交配するこ
とで、脳内のある特定の神経細胞の
図１ 蛍光タンパク質
iRFPと色素 ICGを生
きたマウス体内で３次
元イメージングできる
実験系を確立した。 
活動とマウスの行動の相関を生きた
ままで何度でも繰り返し解析できる
モデルマウスを樹立できる。また、
Ayu1-cre マウスと交配すれば全細胞
で組換えがおこり全神経の活動をマ
ッピングできる。 
  
テーマ２）光音響イメージング技術の確
立と髄鞘化の進行過程における脳機能
マッピング 
 本研究では、蛍光イメージングと合わ
せて、光音響イメージング技術も開発す
る。色素が励起エネルギーを熱として放
出する際に発生する熱膨張による超音
波を捉える光音響イメージング技術を
マウスで確立できれば、神経回路・神経
線維束を非侵襲的に、深部まで可視化で
きると期待される。また超音波画像から
は脳の白質の位置も特定できるため、蛍
光が検出される脳内の位置を特定する
上でも、極めて強力な手段である。その
ためには、近赤外で励起できることが条
件であるため、近赤外蛍光タンパク質
iRFPは有効な候補となる。 
 しかし蛍光イメージングでは高い量
子収率が要求されるのに対して、光音響
イメージングでは逆に量子収率が低く、
熱として発散することが重要で、どの程
度の量子収率の時にそれぞれのイメー
ジング手法でどの程度利用できるか、と
いうバランスポイントに関しては、まっ
たく情報がない。そこで本テーマでは、
iRFP713変異体を作成して量子収率の
異なるシリーズを整備し、光音響イメー
ジングで観察するのに適した熱変換効
率の高い（量子効率が低い）新型 iRFP
を検討する。研究協力者のiRFP開発者
から、多数のiRFP誘導体の供与を受け
ており、また緊密に情報交換を実施して
いるので、その知見を元に最適な iRFP
を探索する。 
 この光音響技術を新生仔期の髄鞘化
と神経発達の解明に応用する。 
 
テーマ３）痛み解析モデルマウスの樹立 
 上記のマウスに加えて、痛み受容器の
遺伝子の BACベクターに FLPe遺伝子
を挿入したTgマウスを樹立する。この
マウスをcfos-TetDeg-iRFP FRT BAC-Tg
マウスと交配すると、痛みを受容する神
経活動を非侵襲蛍光モニタリングでき
るマウスとなる。これをさらに
Arc-TetDeg-iRFP loxP BAC-Tgマウスと
交配すれば、痛みの受容に関して、抹消
と中枢の神経活動を同時に２カラーモ
ニタリングできるマウスが作成できる。
このモデルマウスを利用することで、例
えば、症状は同じはずなのにストレスが
かかった時だけ痛みを感じる、といった
慢性疼痛における抹消と中枢の連関の
問題を解き明かすことが可能になる。 
 
 
４．研究成果 
 マウスでのイメージングを実施した結果、
予想外に手法としての技術的な問題がいく
つか明らかとなってきた。そこで、テーマ
１、テーマ２は進めながらも将来にむけて、
十分に基礎的な技術検討を実施することに
注力することにした。 
それによりテーマ３については、マウスも
樹立途中であり、十分に実施できなかった
が、テーマ１、２の技術的な問題の解決を
優先的に実施した。 
１. 神経活動非侵襲イメージングマウス
の樹立：蛍光イメージング・光音響ダブル
検出に適した iRFPを用いて、厳密に分解
制御できる TetDeg-iRFP プローブを２種
類、２カラー用に開発した。分解の速度、
分解を停止した際の蓄積の速度など、プロ
ーブのもつ特性に関して、詳細な解析を進
めた。また、次の２のテーマにあるように、
蛍光タンパク質だけでなく、有機系の色素
も候補に加える必要が出てきた。そこで、
これを自在にマウスで利用するためのプ
ローブタンパク質の開発を進め、これが分
解制御できるものを新たに構築した。また
28年度に生まれたマウスのcre/FLPeによ
る組換え、iRFPの発現、Doxに対する応
答性の確認を進めた。その結果、分解調節
による蛍光強度差が細胞レベルでの予想
よりも小さく、蛍光強度を得られておらず、
目的にあうラインを確立するところまで
はいたらなかった。また、実際に神経活動
のイメージング評価の前に、位置が特定で
きている状態での近赤外蛍光の検出感度、
解像度など手法としての特性を十分に評
価しておく必要があることが明らかとな
った。そこで急遽、予定とは別の手法で脳
内深部の特定の部位に iRFP を安定発現
させる手法の開発を試み、確立することが
できたので、深部マッピングの技術的な面
を検証した。また、以前より脳内に近赤外
の自家蛍光が見出されることも問題とな
っていたので、脳内の部位と自家蛍光の相
関を解析し、特に輝度の高い領域を特定し
た。 
 
２. 光音響イメージング技術の確立と髄鞘
化の進行過程における脳機能マッピング 
 当初の予定にあった蛍光タンパク質だけ
では、実際のマウスの解析に進んだ場合に、
波長特性などの問題で不十分である可能性
が見出された。予想外のできごとではあっ
たが、それに対して、有機系の色素でも同
様な解析を可能にする新しいプローブ系の
開発に着手し、これを実現することができ
た。また、頭蓋骨越しの撮影で十分に蛍光
も光音響もシグナルがひろえることがわか
った。ただし、光音響の解像度などの詳細
なイメージングデータについて解析を進め
たところ、発現が高すぎることによる信号
の偏りなど、計測方法の不利な点も明らか
となった。この問題を解決するためには、
マウスを樹立する段階から、発現レベルの
みならず、対象における蛍光の分布など、
適する系とそうでない系をある程度予測し
て樹立方法を使い分ける必要があることが
明らかとなった。 
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